Выделение аскоспор дрожжей для генетического анализа без использования микроманипулятора by Zakharov, I.A. et al.
1964 ИССЛЕДОВАНИЯ ПО ГЕНЕТИКЕ 2 
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И. А. Захаров, С. Г. Инге-Вечтомов 
Вегетативные клетки диплоидных д р о ж ж е й - с а х а р о м и ц е т о в образуют 
в результате редукционного деления гаплоидные аскоспоры, которые 
остаются соединенными в оболочках асков. П р и прорастании споры/ ко­
пулируют с восстановлением диплоидного состояния. Д л я а н а л и з а рас­
щепления среди гаплоидного потомства гибридов, а т а к ж е д л я получе­
ния односпоровых ш т а м м о в необходима изоляция отдельных спор. Д л я 
этого до недавнего времени использовалась исключительно микромани-
пуляционная техника, впервые п р е д л о ж е н н а я Винге и Лаустсеном (Win -
ge a. Laustsen, 1938). И з о л я ц и я спор этим методом и основанный на нем 
тетрадный анализ отличаются большой трудоемкостью, что особенно 
сказывается при работе с диплоидами с низкой жизнеспособностью аско-
спор. К а к п о к а з а л а наша работа по гибридизации видов Sacch. globosus 
и Sacch. cerevisiae, многие гибриды о к а з ы в а ю т с я почти стерильными, 
а потому тетрадный анализ расщепления этих и им подобных гибридов 
вообще о к а з ы в а е т с я невозможным. Столь ж е затруднено из-за низкой 
жизнеспособности аскоспор выделение гаплоидных линий из многих про­
изводственных ш т а м м о в . П р и м е р о м этого может служить широко из­
вестная X I I раса Sacch. cerevisiae, у ^которой, по нашим данным, про­
растает л и ш ь около 0,7% аскоспор. 
Все сказанное д о к а з ы в а е т необходимость р а з р а б о т к и специальных 
методов массового выделения аскоспор сахаромицетов . П о к а единствен­
ным методом выделения аскоспор без манипулятора и отделения их от 
вегетативных клеток является метод Эмейса и Гуца (Emeis u. Gutz, 
1 9 5 8 ) . И М И предложено р а з р у ш е н и е асков с помощью гомогенизатора и 
экстрагирование аскоспор из суспензии добавлением ж и д к о г о п а р а ф и н а . 
В настоящем сообщении описан простой метод, позволяющий выде­
лить аскоспоры д р о ж ж е й д л я получения гаплоидов и а н а л и з а расщепле­
ния среди односпоровых клонов. П р е д л о ж е н н ы й метод основан на фер­
ментативном разрушении оболочек асков, возможность чего была пока­
зана Д ж о н с т о н о м и Мортимером (Johnston a. Mort imer , 1959), и избира­
тельном уничтожении вегетативных клеток спорулирующей культуры. 
М а т е р и а л о м в наших опытах с л у ж и л и д р о ж ж и инбредных Петер­
гофских линий, полученных из X I I расы Sacch. cerevisiae (Инге-Вечто­
мов, 1963). Они о б л а д а ю т высокой, до 90%, жизнеспособностью аскоспор 
и несут различные генетические маркеры, наследование которых изучено 
методами тетрадного анализа . 
В м е ж д уна род ной номенклатуре генов д р о ж ж е й приняты цифровые 
индексы д л я обозначения фенотипически подобных, но неаллельных му-
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таиин. Н е и м е я возможности выяснить аллельность использованных на­
ми мутации о п и с а н н ы м другими авторами, мы или вводили оригиналь­
ную символику, или употребляли буквенные индексы. 
Обозначение генетических маркеров , использованных в работе-а /а — 
принадлежность к типу спаривания а или се, adz~ потребность в аденине, 
красный цвет колонии , adi — потребность в аденине, красный цвет коло­
нии, мутация , н е а л л е л ь н а я предыдущей, let — неспособность расти на 
среде с л а к т а т о м , генная мутация дыхательной недостаточности. 
П о л н а я среда , использованная в нашей работе, индикаторная среда 
с лактатом и среда д л я споруляции описаны в статье одного из нас ( З а ­
харов. 1 9 6 П . В качестве минимальной использовалась среда следую­
щего состава в процентах : глюкоза — 2 , К2НРО4 —0,2, M g S 0 4 — 0,1, 
, i . -SUi — 0,1, а гар — 2 . Непосредственно перед лосевом на повер'х-
|нк::> ч а ш е к <: минимальной средой были нанесены петлей растворы вита­
минов - т и а м и н а и биотина. 
Д л я р а з р у ш е н и я оболочек асков применен стерильный пищевари-
тельниП сок улиток Helix lucorum taurica (Инге-Вечтомов, З а х а р о в , 
1л|).л. Д л я получения сока улитку вскрывали, вырезали у нее зоб, со-
бпр. ;лп из .«оба с о к и разводили его дистиллированной водой в отношении 
, л, а з а т е м стерилизовали фильтрованием. Стерильный сок сохраняли 
ь . v i ю д н л ь н и к с ; для использования в опыте приготовляли разведение 
примерно 1 :20. 
Нш статичные клетки, имеющиеся в спорулпрующей культуре, уби-
,. .Ш>' -пым -.гплоиым спиртом (смесь 96% спирта и воды в отноше-
:п::; "" : 1.4). 
!•;< сь ход работы предлагаемым методом может быть проил-
п. 1С! аиропан ии примере следующего модельного опыта. Двухсуточную 
.ч;.,;>->•{>>• д и и л о и д а Г18 генотипа an, ad: adz', let let , выращенную на 
[|o.i!:oi'i а г а р п - ю з а п и о н среде, переносили на среду для споруляции. Через 
2 (Л. -ок к - л ь т \ р \ с образовавшимися асками суспензировали з 3 3 , 6 % - н о м 
сшлче. При действии такой концентрации спирта в течении 1 ч аскоспо-
ры i о х р а н я ю т жизнеспособность , а вегетативные клетки гибнут. При 
•лом по крайней мере па 17.5-106 клеток не удавалось обнаружить ни 
ОДНОЙ Способной К p O C T V . 
Посте часового воздействия спирта клетки и аскн осаждали центри­
фугированием при 1о00 06'мин в течение 10 мин, и осадок д в а ж д ы про­
мывали д и с т и л л и р о в а н н о й водой. После промывки осадок суспензиро­
вался в р а с т в о р е фермента пищеварительного сока улиток, и спорули-
рующие клетки п е р е в а р и в а л и с ь при температуре 30° 30 мин, после чего 
пробирки с суспензией клеток в растворе фермента помещали на меха­
ническую к а ч а л к у . Встряхивание производили в течение 1 ч при комнат­
ной температуре . "Микроскопирование таких суспензий показало , что 
значительное" количество аскоспор после обработки освобождается из 
асков и р а з ъ е д и н я е т с я , однако в суспензии обычно остаются и неразъ-
единенные аекпепоры и непереваренные аски. Д л я того чтобы избавиться 
от них, а т а к ж е от убитых спиртом диплоидных клеток, суспензию цент­
рифугировали в течение 3 мин при 1000 об/мин. Число аскоспор в над-
осадочной ж и д к о с т и определяли с помощью гематометра, и в соответ­
ствующем р а з в е д е н и и суспензию спор высевали на чашки. Через 4— 
5 дней среди односпоровых клонов — потомков гибрида П8 — учитывали 
расщепление по потребности в аденине. Расщепление по другим призна­
кам в этих о п ы т а х не учитывали . Д а н н ы е двух повторностей опыта, при­
веденные в т а б л . 1, показывают , что соотношение белых (не нуждаю­
щихся в аденине ) и к р а с н ы х (нуждающихся в аденине) колоний не от­
личалось от 1 ' 1 что и о ж и д а л о с ь на основе моногенного наследования 
135 
потребности в аденине. Эти результаты показывают , что предлагаемый 
метод может быть успешно применен для получения одноепоровых кло¬
нов и проведения генетического анализа у д р о ж ж е й . 
При работе с диплоидами, гетерозиготными по нескольким локусам, 
для тех ж е целей описанная методика может применяться п несколько 
.упрощенном ва.рианте. Этот вариант м е т о д и к и п ы л : а к ж е использовав 
для анализа диплоида П8. В этом случае енпру лпрч ю т у ю культуру не 
обрабатывали спиртом, и, следовательно, вегекиш-шьи к л е т к и не убива 
лись. Культуру, спорулирующую на лист; 
в растворе пищеварительного сока улиток, 
вался таким же , как и в черном ва.риаше 
на чашках вырастало примерно крас 
что в суспензии было около 60- -/0"о гаи 
составляли диплоидные вегетативные к ie 
течение 'Л мин при |l)i>ii >>ч зал 
Д а л ь н е й 
Л е | . Д И К ! 




• J ] < , ' | в рассеве 
показывает. 
- Т Hcra.ibHot 
л н е к г р н ф \ . 
гнровамлем и 
ТиСкшци ! 
Р а с щ е п л е н и е но п о т р е б н о с т и в а д е ­
н и н е с р е д и о д н о е п о р о в ы х к л о п о в — 











:>2() Л2Н о.но | 1,0(1 





Р а е ы е н . и н и е a n C I I O C I I U H O C I н расти на 
л а к к и е н a n I H I I . I M с п а р и в а н и я срелн 
ОДИН СИ О p i III 1,1 \ К. I I РИМ» I I O I O M K I I B ДНПЛОй-
д а US, i n п п р а н н ы х с а и м о п п . Ю селекто­
р а — ь р а е п п и n h j i . i c K H к о л о н и й 
— . _ 
I. I .-I. ПЛ.. 
Для генетического а н а л и з а р а с щ е п . Л ' е л л , о с е д . 
типы колоний, произошедших от гаплоидных а с ь и с п р. ; . л : а л е л ; - ! 
потомства гибрида. Д л я этого требуется в ц.ччт.е р а ..ли..: о, .. лише. 
П С Х О Д Я Щ И е ОТ аСКОСПОр, И К О Л О Н И И , Г ф О И С Х о Д Я Щ И е <>' [ о i i : ; , , ! , е , л | Г \ ,:, 
тативных клеток. В ы я в и т ь все одноепорпные K . ' . t . i i u л ; р \ л н и ; • . и л а . :. 
наличие легкоучитываемого видимого маркера кр.кчи-н - к о л е с е к о до 
позволяет отобрать для анализа расщепления фраклнеп ; .-.и.н.и . M , » ;V . i.--
томства, в -которой может быть учтено расщепление н и л р \ : и м м а р к е р а - . . 
Д л я этого в описываемом опыте все красные кидинни ;ша.;н mp-w-
лись по двум признакам — п р и н а д л е ж н о с т и к . о м - - , или и н е е ; таил е;;;: 
.ривания и способности расти на среде е д и к т а т о м . Д\е; . ли \ e e i a ни 
признаков описаны одним из нас (Инте-Вечто.мон, I ' K M I Д . : Ч ' ипред..-':.-
ния типа спаривания были использованы тест-линии ы -ншопа a. ал г 
adi. Результаты анализа .расщепления, полеченные и о д н о м опыте, п р 
ведены в табл . 2. 
В качестве селектора — маркера, позволяющего отличать ки.шнш: 
развивающиеся из гаплоидных аскоспор, от колоний, обра н четных, н е . 
тативными диплоидными клетками, могут использоваться любые МУТА­
Ц И И , обладающие четким морфологическим проявлением и нае.-еди--
щиеся моногенно. На нашем материале мы располагали Д В У М Я такими 
мутациями — неаллельными мутациями красной окраски колонии 1<"е 
и adi). Было обращено внимание на поиски других возможных селекто­
ров, которые расширили бы возможности генетической работы. Одни* 
из таких признаков оказался признак «морщинистая колония» Ннж< 
описывается происхождение и наследование этой мутации. 
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Линии д р о ж ж е й , использованные в настоящей работе д т я тоста 
на минимальной среде нуждаются в добавке витаминов тиамина и био­
тина. При посеве гаплоида дикого, типа 15В-П4 (тип спаривания а) пи 
минимальную среду с биотипом, но без тиамина удалось выделить спон­
танные мутанты, не н у ж д а ю щ и е с я в тиамине. На среде без тиамина вы­
растали колонии двух типов: гладкие и морщинистые, врастающие в агар 
Один из м о р щ и н и с т ы х мутантов (15-15В-П4) был скрещен с линией 
б-ПЗ (a, adi). В результате этого скрещивания был получен гибрид П67. 
Гибрид был о т о б р а н из рассева смешанной культуры гаплоидов по сов­
мещению п р и з н а к о в обоих родителей — белой окраски и гладкой поверх­
ности колонии. П р и з н а к «морщинистая колония» оказался , таким обра-
дом, рецессивным. 
Описанным выше методом, при использовании в качестве селектора 




м а л 
не по морфологии колонии. Соотношение гладких и морщнни-
>нсных колоний в споровом потомстве гибрида П67 пред­
а л . :]. Э т а соотношение статистически достоверно не отли-
. па оенос.е чего можно заключить, что признак «морщипп-
; ••- наг ! ед \ стся монотонно и, следовательно, может 
а и качестве селектора. Эта возможность была проверена и 
л \ ;ед подсчета соотношения красных и белых среди м о р 
•нчП в юм ж е опыте в потомстве диплоида П67. Получен 
с о о ] ношения представлены в табл. 4. Ген, ответственный 
к о л о н и и , был обозначен rgli (rough). 
.. а л i а 
к о л 
ч Н ' .Ые 
л а п а 
Таблица 
Р а с щ е п л е н и е н о м о р ф о л о г и и к о л о н и и 
с р е д и о д н о с п о р о н ы х к л о н о в — п о т о м ­
к о в д и п л о и д а l l t i T , о т о б р а н н ы х с п о ­
м о щ ь ю с е л е к т о р а — к р а с н о й о к р а с к и 
К и . ' К Ж М ! " ! 
Таблица 4 
Р а с щ е п л е н и е по п о т р е б н о с т и в а д е ­
н и н е ( п о о к р а с к е к о л о н и и ) с р е д и о д н о -
с п о р о в ы х к л о н о в — п о т о м к о в д и п л о и д а 
П67, о т о б р а н н ы х с п о м о щ ь ю с е л е к ­
т о р а „ м о р щ и н и с т о й к о л о н и и " 
UHL'.T I К . ' м и и Л | 1 л а д к н и . М п р Щ И Ж К Ч Ы е Число клопов j ltd1 ad 
П о л у ч е н о . . | £ 5 Ли П о л у ч е н о . . . . 45 46 
О ж и д а л о с ь . , 50,5 50,5 О ж н д з л о с к • • • j 45,5 45,5 
^ - С),Ml 0.51) /> ; • ' ) . 30 —0,01 />>0,90 
К а ж д ы й из ; ш \ х кариантов описанного метода имеет свои преиму­
щества при использовании для тех или иных целей. Так, элиминация 
вегетативных клеток, присутствующих в епорулнр ующен культуре, по­
зволяет П О Л У Ч И Т Ь практически неограниченную выборку, состоящую 
только из одноепоровых клонов: при этом облегчается проведение гене­
тического а н а л и з а диплоидон, дающих мало жизнеспособных спор. Пред­
лагаемый метод р а з р е ш а е т выявить потенциальные генетические воз­
можности елабофертнльны.х производственных р а с д р о ж ж е й и выделить 
из них гаплоиды д л я селекционных целей. 
Введение м а р к е р о в — с е л е к т о р о в расширяет возможности генетиче­
ского а н а л и з а v д р о ж ж е й . Генетические селекторы используются при 
анализе р а с щ е п л е н и я v ряда микроорганизмов, в частности Aspergillus 
nidulans (Pontecorvo, 1953) и Escherichia coll (Lederberg, 1947). Харак­
тер их применения различен в зависимости от особенностей жизненного 
цикла изучаемого организма . В генетическом анализе расщепления 
д р о ж ж е й селекторы пока не применялись. 
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У д р о ж ж е й в качестве селекторов могут быть в ы б р а н ы любые ре¬
цессивные легко выявляемые мутации, например мутации красной ок­
раски колонии которые можно выделить в результате воздействия мно­
гих мутагенов. Значительное усовершенствование метода может быть 
достигнуто при применении в качестве селектора рецессивных мутаций 
устойчивости или рецессивных супрессоров пищевых потребностей. 
Рассмотрим генетический анализ у д р о ж ж е й с использованием се­
лекторов. Обозначим рецессивный селектор а л ь т е р н а т и в н ы й признак 
5. Предполагается , что это различие обусловлено одним геном. 
Если родительские формы, от скрещивания которых происходит ана­
лизируемый гибрид, отличаются по какому-либо одному i a t и а2) или 
двум признакам (аф\ и и,М2), то в потомстве ере ;и о л н . р а ш и . г о класса 
(s) может наблюдаться различное раешеплеппе л л и ли ;i мое i п от гене­
тической обусловленности этих при нгаюн*. В . . ж п е м щ и е е . : ; , чаи сведены 
в табл. 5. При их рассмотрении п р е д п о m r . i e i е л . л и » сш.ры. проявляю­
щие альтернативные признака, о б л а д а л : - а : л -и . M V I I M C -оностью. 
А н а л и з р а с щ е п л е н ; : » гр>' жчп> и - . м и . - ч и и с е ч е к i к р и п 
С к р е щ и в а н и е 
SlJ, • Sit; 
То же 
SaJ>! X s a 2 i j 
То же 
i J,3C 1!U" П.] ] ! • • 1 . л fл t о . о:: •. 1 
с р е д и .< 
hl{:\,t-> l i p • i n , , : . 
111 л i [ л : i , 11.. 
Л , : 1 , ] | l.l.l IU.I 
т !..[• н . 1 1 н и м 1 е ж H I , не 
Псе , / , а . л > . г.. к . ,еле т Ti . i i i i ie 
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НИ Л р \ Т с 
Гены и к п н ч 
с д р у г о м 
л р v i к м , п и с с е л е к т о р о м 
п р и л и к , 4 i e : i c : i . i e i i i . [ ipvr 
В добавление к таблице следует сказать , что р л и и ч л и , е.пчан 
и 4, 6 и 7 можно двояко. Во-первых, можно испо.тьмн.ч гь д р \ т о й селек­
тор, не сцепленный с первым. Во-вторых, можно пронести л р \ т о е скрещи­
вание, в котором родители обнаруживают рецнпрокную комбинацию 
признаков. Если характер расщепления при этом не изменится , m сле­
дует признать наличие цитоплазматического наследования соогнегстве!;-
но в первом случае 3 или взаимодействие генов во вторим ь 
В заключение нужно сказать , что предложенный метод анл.тищ мо­
жет применяться для установления сцепления и при а н а л и з е наследова­
ния количественных признаков, но особенно будет полезен при нчучеини 
расщепления в потомстве гибридов с низкой' жизнеспособностью спор. 
В Ы В О Д Ы 
1. Разработанная методика, основанная на использован ни фер­
мента пищеварительного сока, р а з р у ш а ю щ е г о оболочки а с к о в , при унич­
тожении вегетативных клеток этиловым спиртом, позволяет проводить 
массовое выделение одиночных спор д р о ж ж е й . 
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2. Анализ расщепления в потомстве гибридов д р о ж ж е й может про­
водиться при использовании генетических селекторов д л я отбора одно-
споровых клонов. 
3. К а к показано предложенным методом а н а л и з а , мутантный при­
з н а к д р о ж ж е й «морщинистая колония» наследуется монотенно. 
A S C O S P O R E I S O L A T I O N A N D G E N E T I C A N A L Y S I S I N Y E A S T W I T H O U T 
M I C R O M A N I P U L A T O R 
/. A. Zakharov and S. G. Inge-Vechtomov 
A new method of isolation of yeast spore population for genetic ana­
lysis has been developed. The method is based on digestion of ascus wall 
with the snail crop juice and on selective elimination of vegetative cells by 
treatment with 33.6% ethyl alcohol. 
Use of the visible selector genes for detection of the monospore clo­
nes makes the method more suitable. Application of the new method to 
genetic analysis of ''roughness"' in colony morphology proved the mono­
genic inheritance of this character. . 
ЛИТЕРАТУРА 
З а х а р о в И . A . 1961. В сб.: И с с л е д о в а н и я по генетике , I . И з д . Л Г У : 38—47. 
И н г е - В е ч т о м о в С. Г. 1963. Вестник Л Г У , 21 : 117—125. 
И н г е - В е ч т о м о в С . Г., И . А. З а х а р о в . 1963. « П р и р о д а » , 11 : 105—106. 
Е m е i s u . Н . G и t z. 1958. Zs. Naturforsch. , 13 : 647. 
L e d e r b e r g J . 1947. « G e n e t i c s » , 32 : 505. 
J o h n s t o n J . a. R. M о r t i m e r. 1959. J . bact., 78 : 292. 
P o n t e c o r v o G. 1953. A d v . genetics, 5 :141—238. 
W i n g e O. a. L a u s t s e n O . 1938. C. R. lab. Carlsberg, ser. physiol . , 22 : 235—244. 
